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“…a evolução pode parecer num sentido vago «coisa 
boa», especialmente porque nós somos um produto dela, 
na realidade não há nada que queira evoluir. A evolução é 
qualquer coisa que acontece, quer se queira quer não, 
apesar de todos os esforços dos replicadores (e, hoje em 
dia, dos genes) para evitar que ela aconteça.” 
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Análise genética por RAPD de estirpes de Schistosoma mansoni com diferente 
susceptibilidade à infecção no hospedeiro definitivo 
[Idalécia Laurinda Carlos Cossa Moiane] 
 
Palavras-chave: RAPD, susceptibilidade, polimorfismo 
 
A schistosomose é a segunda parasitose com maior impacto na Saúde Pública 
afectando mais de 200 milhões de pessoas que vivem em países subdesenvolvidos das 
regiões tropicais e subtropicais, sendo que 85% vivem em África. Trata-se de um 
complexo de infecções parasitárias crónicas e agudas, causadas por parasitas do género 
Schistosoma, sendo este grupo de parasitas habitantes dos vasos sanguíneos de mamíferos 
cuja distribuição geográfica e diversidade é superior a outros parasitas habitantes dos vasos 
sanguíneos.  
Os parasitas causadores desta patologia, em particular a espécie Schistosoma 
mansoni, têm a capacidade de criar mecanismos de escape ao sistema imunológico do 
hospedeiro, o que leva a variações no seu perfil genético conforme o ambiente a que 
estejam expostos, implicando variabilidade genética evidenciada através de polimorfismos 
genéticos. Assim sendo, efectuou-se o presente estudo com o objectivo de efectuar uma 
análise genética de estirpes de S. mansoni, com diferente susceptibilidade à infecção no 
hospedeiro definitivo através da técnica molecular RAPD-PCR.  
Para o efeito foram testados 10 marcadores RAPD, os dos quais apenas os OPI-7, 
OPI-12 e OPI-18 se mostraram mais eficientes para a análise de polimorfismos. Os vermes 
foram obtidos de murganhos normais Mus musculus, estirpe CD1, ER e a estirpe 
C57BL/6J dos quais foram obtidos os transgénicos Jα18
−/−
 e TGFβRIIdn (com deficiência 
em células iNKT e silenciamento dos receptores para TGF-β respectivamente).  
Cerca de 40% (4/10) dos primers, demonstraram um perfil genético diferente, tendo 
sido gerados um total de aproximadamente 437 fragmentos e um padrão de amplificação 
com fragmentos cujos pesos moleculares variaram entre os 200pb e os 2000pb. Ao 
comparar os perfis RAPD de vermes obtidos do murganho CD1 com os demais, observou-
se que este distinguiu-se dos vermes obtidos de C57BL/6J, Jα18
−/−
 e TGFβRIIdn pela 
presença de três, um e seis fragmentos diferentes respectivamente. A análise de 
dendrograma demonstrou a existência de três agrupamentos distintos, o primeiro composto 
por vermes obtidos do murganho CD1 (apenas o verme fêmea), ambos sexos obtidos de 
murganhos da estirpe ER, C57BL/6J e Jα18
−/−
; o segundo composto pela fêmea e macho 
de vermes de S. mansoni obtidos de murganhos TGFβRIIdn e o terceiro obtidos de 




A análise dos perfis RAPD, mostrou-se útil como ferramenta para estudo de perfis 
genéticos de vermes de S. mansoni infectando hospedeiros definitivos com diferente 
padrão genético. Por outro lado, os perfis polimórficos identificados no presente estudo 
sugerem que o sistema imune do hospedeiro é capaz de induzir à pressão selectiva do 



























Genetic analysis by RAPD of Schistosoma mansoni strains  with different 
susceptibility to the definitive host 
[Idalécia Laurinda Carlos Cossa Moiane] 
 
Keywords: RAPD, susceptibility, band polymorphism 
 
The schistosomiasis is the second largest parasitic disease with impact on public 
health affecting more than 200 million people living in underdeveloped countries of 
tropical and subtropical regions, where 85% live in Africa. Is a complex of acute and 
chronic parasitic infections, caused by parasites of the genus Schistosoma, group of 
parasites population whose habitat is the blood vascular system of mammals has higher 
geographical distribution and diversity than other parasite population of blood vascular 
system. 
The parasites causing this disease, in particular Schistosoma mansoni, can create 
escape mechanisms to the host immune system, leading to variations in their DNA profile 
to the environment as they are exposed, resulting in genetic variability evidenced by 
genetic polymorphisms. The aim of this study was to assess whether different 
susceptibility to infection in definitive hosts, can produce genetic polymorphic profiles 
using a RAPD-PCR. 
For this purpose 10 primers were used for RAPD-PCR screening, of them, one, 
OPI-5 was not functional and the OPI-7, OPI-12 and OPI-18 where more efficient for the 
analysis of polymorphisms. Worms were collected from Mus musculus strain CD1, 
resistant and non-resistant to Praziquantel (strain BH) and from C57BL/6J, Jα18
-/-
, 
TGFβRIIdn mice both infected with S. mansoni (strain BH).  Worms were collected and 
genomic DNA was extracted from each corresponding mice strain. 
About 40% (4/10) of the RAPD-PCR primers used presented different genetic 
profiles, generating 437 fragments and pattern amplifications whose molecular weights 
were between 200pb and 2000pb. For S. mansoni infecting C57BL/6J mice, the RAPD-
PCR profile showed three different bands from the S. mansoni infecting CD1 mice profile. 
For S. mansoni infecting Jα18
−/−
 mice the RAPD-PCR profile showed one different band 
from the S. mansoni infecting CD1 mice profile. For S. mansoni infecting TGFβRIIdn 
mice the RAPD-PCR profile showed six different bands from the S. mansoni infecting 
CD1 mice profile. The genetic similarity analysis, demonstrate the existence of three 
distinct clusters, one with S. mansoni infecting CD1 (only a female), female and male 
infecting ER, C57BL/6J and Jα18
-/-
; second cluster with female and male of S. mansoni 




The RAPD-PCR analyzes, showed to be a very useful toll in genetic profiling S. 
mansoni infecting hosts with different genetic backgrounds and polymorphic profiles 
identified in this study suggest that the host immune system induce a selective pressure on 
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1.1 Nota Introdutória  
A schistosomose também conhecida como bilharziose, é uma doença parasitária 
causada por parasitas do género Schistosoma que assim como a Malária e a Tuberculose, 
lideram nas causas de morbilidade na população humana que vive nas regiões tropical e 
subtropical. Estes parasitas circulam nos vasos sanguíneos do hospedeiro definitivo, são 
dióicos e apresentam um ciclo de vida complexo com fenótipos morfologicamente 
distintos no hospedeiro definitivo e intermediário (Berriman et al, 2009).    
Segundo a Organização Mundial de Saúde (2010), mais de 207 milhões de pessoas 
estão infectadas em todo o mundo sendo a maioria pertencente a comunidades pobres, sem 
acesso à água potável e adequado saneamento do meio e destas, 85% vivem no continente 
Africano. Estima-se que 700 milhões de pessoas em todo o mundo podem estar em risco 
de se infectar se as suas actividades agrícolas, domésticas ou de lazer continuarem a expô-
las à água.  
Os parasitas do género Schistosoma, são conhecidos como organismos que exibem 
múltiplas variações dentro da mesma espécie, estirpe e género, no que diz respeito aos 
níveis de infectividade, patogenicidade e imunogenicidade (Gentile & Oliveira, 2008; 
Steinauer et al., 2008). Estes factores, podem ser diferentes entre populações de parasitas 
conforme as condições epidemiológicas locais a que estão expostas. Variações observadas 
em Schistosoma mansoni de diferentes regiões geográficas ou em indivíduos da mesma 
região podem ser determinadas por diferenças no genótipo de cada estirpe de parasita 
(Tran et al., 2006; Gentile & Oliveira, 2008, Standley et al., 2012a; Standley et al., 2012b).  
Por outro lado, estudos de biologia molecular têm vindo a confirmar as diferenças e 
semelhanças entre estirpes geográficas de S. mansoni no Brasil e outras áreas endémicas do 
globo. Diferenças significantes também foram relatadas entre aspectos clínicos de S. 
japonicum na China e S. japonicum nas Filipinas (King, 2011). 
Segundo Cook & Zumla (2003), a técnica de amplificação polimórfica arbitrária da 
cadeia do ácido desoxirribonucleico (ADN), RAPD é uma técnica baseada na reacção em 




identificação de polimorfismos. Lee (2010) refere alguns estudos realizados aplicando esta 
técnica em que foi possível identificar estirpes e espécies não apenas do género 
Schistosoma, assim como, de outros organismos, inclusive bactérias, onde neste último a 
técnica mostrou-se aplicável na rápida identificação de isolados de microorganismos em 
alimentos apresentando o perfil do género, espécie ou estirpe específica em um estudo 
conduzido com Bacillus cereus. 
 
1.2 Breves dados históricos sobre a schistosomose 
Os ovos de parasitas do género Schistosoma, especificamente Schistosoma 
mansoni, foram encontrados pela primeira vez em múmias chinesas com mais de dois mil 
anos e os aspectos clínicos causados por este parasita, foram descritos pela primeira vez 
em 1847, pelo japonês Fuji (Katz & Almeida, 2003).  
Em 1851, o patologista Alemão, Theodor Maximilian Bilharz, no Egipto descreveu 
um parasita intravascular durante a necropsia de um rapaz, tendo denominado tal parasita 
de Distomum haematobium. Posteriormente, em 1958, Weinland propôs o nome de 
Schistosoma que em grego significa “corpo dividido”, devido a morfologia dos vermes 
machos (Neves et al., 2004).  
Hoje, sabe-se que existem muitas espécies de parasitas do género Schistosoma, 
porém só algumas apresentam importância médica e veterinária (Webster et al., 2007), 
porém apenas cinco são responsáveis por liderar a proporção de infecções nos seres 
humanos: S. haematobium, S. mansoni, S. japonicum e S. mekongi, sendo as três primeiras 
as mais importantes (Cook & Zumla, 2003).  
O ciclo evolutivo do parasita S. mansoni foi estudado, e em 1913 foi descrito o 
hospedeiro intermediário, moluscos do género Biomphalaria com conha espiral plana, que 
podem medir de 10 a 40 mm. Esta descrição foi feita por Miyaki e Suzuki, que também 
demonstraram que a cercária era a forma do parasita responsável pela transmissão da 
doença ao homem através da sua penetração activa pela pele deste (Katz & Dias, 1999; 






1.3 Epidemiologia da doença  
A schistosomose é uma doença tropical negligenciada causada por parasitas do 
género Schistosoma, que apesar de vários esforços no seu controlo, afecta mais de 200 
milhões de pessoas em 76 países distribuídos nas regiões tropical e subtropical (figura 1), 
sendo a patologia mais prevalente nesses países e com elevadas taxas de morbilidade e 
mortalidade depois da malária (King, 2011).  
 
 
Figura 1: Distribuição mundial da Schistosomose (Adaptado Belo, 2011) 
 
O peso desta patologia é disputado (Murray & Lopez, 1996) com a malária, porque 
as estimativas reais não consideram os sintomas, complicações e fase crónica da 
schistosomose (Chistulo, Loverde & Engels, 2004). Segundo o Comité de Especialistas da 
Organização Mundial de Saúde, OMS (2002), estima-se que ocorram mais de 200 000 
mortes anuais em relação às 15 000 que eram reportadas até aquela altura (WHO, 2002). 
Uma análise feita para esta discrepância foi apresentado por Mihaud, Gordon e Reich 
(dados não publicados), onde referem que esta deve-se ao facto da schistosomose ser uma 




universo das doenças tropicais como causa de morbidade (Chitsulo, Loverde & Engels, 
2004).   
 Estima-se que, aproximadamente 280 000 mortes por ano ocorram apenas na 
África subsaariana, embora a doença já tenha sido muito bem estudada, conhecendo-se 
claramente a sua cronicidade e morbilidade (Berriman et al., 2009). Segundo King (2011), 
a schistosomose está associada aos casos de disfunção renal e da bexiga (S. haematobium) 
reportados, ou a patologias intestinais e do fígado (S. mansoni, S. japonicum e S. mekongi) 
em áreas endémicas, e também contribui para os casos de anemia e de atraso do 
crescimento. 
Para King (2001) e Steinmann et al. (2006), a distribuição das diferentes espécies 
de Schistosoma está totalmente dependente da distribuição das espécies de moluscos 
específicos que actuam como hospedeiros intermediários. O clima, a qualidade da água 
assim como, outros aspectos ecológicos contribuem para a manutenção da população de 
moluscos determinando a distribuição da doença a nível distrital e nacional nos países 
afectados. 
Em áreas endémicas, as infecções por este parasita são adquiridas logo na infância, 
e alguns estudos citados por King (2011), sobre a associação existente entre a idade e a 
intensidade de infecção em algumas áreas endémicas para S. haematobium, demonstraram 
que com a idade as infecções aumentam em prevalência e intensidade, registando-se um 
pico na faixa dos 15 aos 20 anos de idade e que existe um drástico declínio da intensidade 
mas não da prevalência na população adulta (Cook & Zumla, 2003; Rey, 2010).  
As infecções nas populações humanas das áreas endémicas, seguem um padrão 
bastante disperso, em que as pessoas mais infectadas apresentam uma baixa contagem de 
ovos e uma pequena percentagem, entre 1-5%, com infecções extremamente pesadas 







A taxonomia das espécies com importância em medicina humana é a seguinte 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy):  
Reino: Animalia  
  Filo: Platyhelminthes  
    Classe: Trematoda  
                  Subclasse: Digenea  
                    Ordem: Strigeidida   
                      Família: Schistosomatidae  
                           Género:      Schistosoma  
                             Espécies: 
                                            Schistosoma haematobium Bilhartz, 1852 
                                            Schistosoma japonicum Katsurada, 1904 
                                            Schistosoma mansoni Sambon, 1907 
                                            Schistosoma intercalatum Fischer, 1934   
                                           Schistosoma mekongi Voge, Brickner & Bruce, 1978             
                  
Figura 2: Taxonomia Schistosoma sp  
                  
1.5 Morfologia 
O género Schistosoma tal como foi referido anteriormente, é um digenético 
completamente adaptado ao parasitismo (Combes, 1990; Rey, 2010). Contrariamente à 
generalidade dos trematódes, este género de parasitas apresenta-se como vermes dióicos, 
isto é, com os sexos separados; acentuado dimorfismo sexual, vivem no interior dos vasos 
sanguíneos de mamíferos (Rey, 2010).  
As diferentes formas que podem adquirir ao longo do seu ciclo de vida são comuns 




morfologia conforme a espécie), miracídio, esporocisto, cercária, schistosômulo e vermes 
adultos cuja dimensão corporal varia de acordo com a espécie e sexo em causa, (Chiodini, 
Moody & Manser, 2001; Rey, 2010).  
Os ovos não são operculados, contêm no seu interior o miracídio (ou miracidium) 
que se desenvolve por um período de aproximadamente 16 dias (Davis, 2003). Apresentam 
um espinho, também designado de esporão, cuja posição permite distinguir as diferentes 








As cercárias constituem a forma infectante para os hospedeiros definitivos, 
apresentam cauda bifurcada e corpo cercariano, que diferem em pequena escala de espécie 
para espécie dentro do género Schistosoma (Figura 4a). Estas formas apresentam duas 
ventosas, uma oral e outra ventral, é principalmente através da ventosa ventral que fixa-se 
na pele do hospedeiro no processo de penetração. A cauda não apresenta órgãos definitivos 
uma vez que ao penetrar no hospedeiro esta irá se desagregar do resto do corpo da cercária, 
o que significa que a mesma só apresenta função locomotora quando esta ainda se encontra 




Figura 3: Morfologia dos ovos de Schistosoma sp a) S. haematobium esporão na posição terminal 
(original, Idalécia Moiane). b) S. japonicum esporão rudimentar (fonte: Belo, 2011). c) S. mansoni 






Os vermes adultos vivem acasalados nos vasos sanguíneos (Figura 4b), o macho 
mede cerca de 1cm, tem cor esbranquiçada com tegumento recoberto por pequenas 









O corpo é dividido em duas porções, uma anterior com ventosa oral e ventral e 
posterior (inicia-se logo após a ventosa ventral), onde é encontrado o canal ginecóforo 
(Figura 4b). A fêmea mede cerca de 1.5cm, é delgada e lisa em toda a sua extensão, 
apresenta uma cor mais escura devido ao ceco com sangue semi-digerido (Neves et al., 
2004; Rey, 2010). 
 
1.6 Hospedeiros Intermediários  
Os parasitas do género Schistosoma apresentam uma grande complexidade no seu 
ciclo de vida, sendo o elevado grau de especificidade uma importante característica para a 
interacção molusco-digenea. A distribuição geográfica das espécies de Schistosoma está 
associada a existência de hospedeiros intermediários susceptíveis a infecção. Os 
hospedeiros intermediários para este grupo de parasitas são moluscos pertencentes à Classe 
Gastropoda e subclasse Pulmonata. São essencialmente moluscos de água doce e não 
apresentam opérculo. Os pulmonados aquáticos distinguem-se dos terrestres por disporem 
de apenas um par de tentáculos não retrácteis, os olhos são sésseis e situam-se na base 
desses órgãos (Rey, 2010). 
Figura 4: Morfologia das formas larvares e adultas de Schistosoma sp a) Cercária. b) 
Vermes adultos (fêmea no canal ginecóforo do macho) (fonte: http://www.nhm.ac.uk) 
b) 




A família Planorbidae é a mais importante sob o ponto de vista médico, pois incluí 
moluscos hospedeiros de S. mansoni e S. haematobium, pertencentes aos géneros 
Biomphalaria e Bulinus, respectivamente (Figura 5 a) e 5 b). O molusco hospedeiro 
intermediário de S. japonicum, é um molusco de água doce anfíbio que pertence à família 
Hydrobiidae, género Oncomelania (Figura 5 c) (Chiodini, Moody & Manser, 2001; Katz & 
Almeida; 2003; Rey, 2010). 
Figura 5: Moluscos hospedeiros intermediários, morfologia das conchas a) Bulinus sp b) Biomphalaria sp c) 
Oncomelania sp (fonte: http://englishclass.jp/reading/topic/Bulinus) 
 
O género Biomphalaria (Preston, 1920) é o mais importante para a Saúde Pública, 
não apenas por ser vector da schistosomose mansônica mas também por se encontrar 
amplamente distribuída entre África e Sul da América. As espécies Biomphalaria glabrata 
na região Neotropical, a B. pfeifferi, a B. alexandrina e B. sudanica em África, Madagáscar 
e Médio Oriente, foram reconhecidas como as espécies mais importantes no ciclo 
transmissão natural da schistosomose à população humana (Morgan et al., 2003).  
  
1.7 O parasita 
1.7.1 Distribuição mundial 
A espécie S. mansoni é encontrada em cerca de 55 países distribuídos entre África, 
Médio Oriente, Caribe e América do Sul (Figura 6). A alta prevalência da doença causada 







nomeadamente, o Sudão e Egipto. No Novo Mundo, a infecção ocorre no Brasil, 
Suriname, Venezuela e várias ilhas no Caribe (Cook & Zumla, 2003; King, 2011). 
 
Figura 6: Risco de transmissão da schistosomose (Silva et al., 2011) 
 
Afecta cerca de 57 milhões de pessoas a viver nessas regiões e estes parasitas, têm 
como hospedeiro intermediário moluscos do género Biomphalaria (Neves et al., 2004; 
King, 2011). Em 40 países, sobretudo no continente Africano, ocorrem de forma endémica, 
múltiplas infecções entre S. mansoni e S. haematobium (Cook & Zumla, 2003). 
 
1.7.2 O genoma 
Desde 1994 que a OMS tem vindo a alertar para novos estudos e novas técnicas de 
diagnóstico, nomeadamente para o para o estudo do genoma do S. mansoni com o 
objectivo de identificar novos alvos que permitam o desenvolvimento de novos fármacos 
ou candidatos a vacina, de compreender a base molecular do metabolismo do parasita, e 
desenvolver e determinar a variação biológica do parasita, não apenas para S. mansoni mas 
também para S. japonicum (Franco et al., 2000). 
Porém, mesmo antes desta iniciativa, estudos e o interesse pelo genoma de S. 





& Pathak em 1960, a estrutura dos cromossomas deste parasita. Foi observado pelos 
autores que este parasita apresenta um genoma diplóide constituído por 7 pares de 
autossomas e um de cromossomas sexuais, a fêmea é heterogamética possuindo o par de 
cromossomas ZW e o macho homogamético com o par ZZ. Estes resultados também foram 
observados em 1982, por Simpson, Sher, & McCutchan, ao isolarem o ADN de cercárias e 
vermes e por Berriman et al. (2009), e observado que de facto estes possuíam 8 pares de 
cromossomas, sendo 7 autossomas e 1 sexual.  
O tamanho do genoma haplóide, é de aproximadamente 2,7 x 10
8
 pb, consistindo 
em cerca de 4-8% de sequências de ADN altamente repetitivas (mais de 1000 cópias), 35-
40% de sequências de ADN de repetibilidade média (aproximadamente 100 cópias) e o 
restante das sequências de cópia única (Simpson, Sher & McCutchan, 1982). O genoma 
haplóide, apresenta um conteúdo de A+T (Adenina e Timina) muito elevado, cerca de 60% 
(Hillyer, 1974), cujo índice deste conteúdo varia conforme o tipo de região, se for da 
região codificadora é de 60% e para a região não codificadora fica em torno de 70% 
(Meadows & Simpson, 1989; Milhon & Tracy, 1995).  
Os cromossomas, apresentam tamanhos diferentes entre 18 a 73 Mb e podem ser 
distinguidos pelo tamanho, forma e bandas, embora o Projecto para o estudo do genoma 
deste parasita ainda estejam em curso, sabe-se que o genoma nuclear tem 363Mb de 
comprimento e codifica pelo menos 11 809 genes (Berriman et al., 2009). Tendo em 
consideração o tamanho do seu genoma e posição evolutiva, calcula-se que o S. mansoni 
tenha entre 15 000 a 20 000 genes expressos (Ali et al., 1991). 
 
1.7.3 Ciclo de vida 
O ciclo do Schistosoma mansoni ocorre em dois hospedeiros, um vertebrado 
mamífero como hospedeiro definitivo e um molusco do género Biomphalaria como 




Os vermes adultos acasalados e no interior das vénulas da parede intestinal do 
homem e de outros mamíferos, depositam os seus ovos os quais depois de atravessarem a 
mucosa intestinal são eliminados para o ambiente juntamente com as fezes (Figura 7 A-B). 
No ambiente, ao alcançarem colecções de água doce superficial, os ovos eclodem e 
libertam as suas larvas - os miracídios - que nadam durante algum tempo até encontrarem 
moluscos do género Biomphalaria (Ortega et al., 2010). 
 
Figura 7:Ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni. A, casal de vermes. B, eliminação dos ovos 
através das fezes. C, eclosão do ovo. D, penetração dos miracídios no molusco. E, libertação de 
cercárias (Adaptado de Rey, 2010) 
 
No interior do molusco, cada miracídio transforma-se em esporocisto primário que 
por poliembrionia, dá origem a esporocistos filhos que por sua vez formam no seu interior 
as cercárias (Figura 7 D-E). Dependendo da temperatura da água e luz do meio, as 




tenham oportunidade de entrar em contacto com a pele de algum hospedeiro vertebrado 
susceptível onde poderão completar o desenvolvimento (Rey, 2010). 
A cercária penetra activamente através da pele, e ao vencer esta barreira perde a 
cauda, torna-se alongada e seu tegumento modifica-se, passando a designar-se 
schistosômulos, os quais resistem à acção lítica do meio. Estes entram na circulação geral, 
passam pelo sistema circulatório e deste modo migram pelos pulmões, coração e fígado 
(Ortega et al., 2010). O seu crescimento no interior do hospedeiro definitivo é imediato 
assim que consiga sobreviver a acção do sistema imune do mesmo, onde ao final de 28-30 
dias após a infecção já estão transformados em vermes adultos (Rey, 2010). 
Para que completem o seu desenvolvimento, os schistosômulos deverão alcançar o 
sistema porta hepático, onde se transformam em vermes adultos, diferenciados em macho e 
fêmea ficam permanentemente acasalados. A fêmea, depois de fecundada, começa a 
depositar os seus ovos, aproximadamente 35 dias após a infecção. A circulação nesses 
vasos chega ficar comprometida e o casal de vermes nessa altura desloca-se para outras 
áreas vasculares onde o mesmo processo se repete sucessivamente (Rey, 2010). 
 
1.7.4 Resistência ao parasitismo 
A resistência ao parasitismo, pode ser observada na pele e no processo de 
migração. A pele, constitui a primeira barreira do corpo humano que tem o papel de evitar 
a penetração do parasita, e como tal, neste órgão grande número de cercárias e 
schistosômulos tanto em hospedeiros imunes, como, em hospedeiros reinfectados são 
destruídos. Os schistosômulos que sobrevivem, efectuam a sua migração pelos órgãos 
internos do hospedeiro, apresentam diversas localizações (que podem decorrer de forma 
acidental) podendo ser destruídos ao longo do seu percurso pelos respectivos órgãos por 
onde se alojam ou transitam (Abe, 1991; Manzella et al., 2008; Rey, 2010)  
Evidências de que factores imunitários do hospedeiro podem influenciar no 
desenvolvimento de Schistosoma, foram apresentadas pela primeira vez por Coker (1957) 
ao demonstrar que, contrariamente às expectativas, a administração de doses 




estabelecimento do mesmo; mesmos resultados também foram observados por Weinmann 
& Hunter (1960), embora para os dois estudos não tenha sido possível descriminar o efeito 
directo dos esteróides no parasita e um efeito indirecto mediado pelo sistema imune 
(Davies & McKerrow, 2003). 
Para Rey (2010), a eficácia dos mecanismos de defesa do hospedeiro é compensada 
em certa medida por alguns dispositivos de escape próprios do Schistosoma, tais como: 
alteração do tegumento das larvas que em algum tempo depois de formados, deixam de 
fixar anticorpos ou complemento, contínua descamação da superfície externa do tegumento 
heptalaminar dos vermes adultos e substituição por novas membranas celulares (formadas 
na sua face interna) e presença de antigénios do hospedeiro (ou semelhantes a este) 
adsorvidos ou incorporados à membrana do parasita que previnem o reconhecimento 
imunológico dos vermes adultos como estranhos ao organismo.   
Incani, Morales & Cesari (2001), citando vários autores, referem que existem 
estudos feitos em murganhos com Schistosoma mansoni, que demonstraram que, este 
parasita exibe variações intra-específicas no que diz respeito a sua infectividade, 
fecundidade e patogenicidade, facto confirmado por estudos isoenzimáticos, 
imunogenicidade e susceptibilidade imunitária no murganho, proteínas antigénicas e 
variações na membrana envolvente. Segundo estes autores, também existem evidências de 
que a imunidade para S. mansoni desenvolvida pelos hospedeiros definitivos, vertebrados, 
assim como a patologia são controlados geneticamente.  
Embora alguns estudos demonstrem uma associação não significativa do tempo de 
exposição ao Praziquantel e a taxa de cura (Black et al., 2009), dois estudos realizados em 
algumas regiões do Egipto e norte do Senegal têm sido apontados como prova para o 
possível desenvolvimento de resistência ao PZQ em infecções humanas num outro estudo 
conduzido entre 1991-1993 foi detectada uma taxa de cura para este fármaco abaixo dos 
90% (Botros et al., 2005b.; Gryseels et al., 2001b). Nessa altura, este resultado foi 
associado ao facto deste fármaco ser ineficaz às formas imaturas e pela contínua exposição 







A carga parasitária varia de um mesmo indivíduo com o passar do tempo. Este, é 
um factor determinante para avaliação da gravidade da doença sendo que em áreas 
endémicas esta vai aumentando com a idade alcançando o seu máximo entre os 15 e 20 ou 
25 anos, e a partir dessa faixa etária declina (Rey, 2010). 
Davies & McKerrow (2003), referem que é importante interpretar os quadros 
patológicos e patofiosológico das infecções por parasitas do género Schistosoma de acordo 
com os estadios de desenvolvimento do parasita, como a invasão cercariana e migração do 
esquistossômulo, maturação, acasalamento e início da oviposição, estabelecimento da 
infecção com contínua deposição dos ovos e tratamento tardio da infecção e complicações.  
Embora as infecções por S. mansoni numa fase inicial geralmente sejam 
assintomáticas, alguns sinais clínicos como, reacções alérgicas na pele podem ser 
observados em pessoas não imunes, turistas ou imigrantes que provenham infectados de 
áreas endémicas. Durante o processo de penetração das cercárias através da pele, estes 
podem provocar exantema, prurido ou outras manifestações alérgicas locais, conhecidas 
como dermatite cercariana, cuja duração depende da intensidade da resposta inflamatória 
cutânea local (Ortega et al., 2010; Rey, 2010).  
Conforme a infecção vai se estabelecendo, entre 2 a 16 semanas, período no qual 
ocorre a migração, maturação, acasalamento e a oviposição, começam as manifestações 
clínicas, ocorrendo um quadro conhecido como síndrome de Katayama ou “snail fever” 
em que uma série de sintomas tóxicos e alérgicos incluindo urticária com eosinofilia, febre, 
dor abdominal e hepatoesplenomegalia ocorrem. O contacto com os antigénios do verme 
e/ou do ovo, induz a um estímulo antigénico marcado por um rápido aumento dos níveis de 
anticorpo, elevação dos níveis de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM no soro do paciente 
(Cook & Zumla, 2003).  
Quando os vermes adultos, especificamente a fêmea deposita os seus ovos, 
induzem a uma reacção inflamatória, que com o tempo resulta em granulomas (constitui o 
elemento anatomopatológico e lesão típica da infecção por este parasita), subsequente 




relação aos efeitos nocivos produzidos directamente pelos vermes adultos (Rey, 2010; 
Ortega et al., 2010; Davies & McKerrow, 2003).  
 
1.7.6 Diagnóstico 
O diagnóstico é importante, pois permite o conhecimento da etiologia da infecção 
para que se possa efectuar uma correcta intervenção terapêutica, permite avaliar a 
frequência de determinadas parasitoses em diferentes áreas, auxilia na orientação das 
medidas de intervenção local e permite avaliar as medidas profilácticas e terapêuticas ao 
longo do tempo (De Carli et al., 1997; Vaz, 2001).  
A ultra-sonografia é dos diagnósticos clínicos que melhores resultados oferecem, 
sobretudo em pacientes no estado crónico da schistosomose. Trata-se de uma técnica que 
diagnostica as alterações hepáticas, determinando com precisão o grau de fibrose (Neves et 
al., 2004). Localizações ectópicas do parasita também podem ser evidenciadas 
acidentalmente em exames de imagiologia (Rey, 2010). Segundo Rey (2010), pelo facto 
dos sinais e sintomas da doença não serem específicos e claros, o diagnóstico clínico por si 
não é conclusivo, é um diagnóstico de presunção (Belo, 2010a), assim sendo, recorrem-se 
ao diagnóstico laboratorial.  
O diagnóstico laboratorial, pode ser directo também designado diagnóstico 
parasitológico. O diagnóstico parasitológico, consiste na demonstração da presença do 
parasita ou ovos nas fezes (Uecker et al., 2006), através de métodos de sedimentação ou 
centrifugação baseado na alta densidade dos ovos, ou o método de concentração por Kato-
Katz (Neves et al., 2004). Estes métodos, fornecem resultados satisfatórios em amostras 
com cargas parasitárias média ou alta, em casos de baixa carga podem fornecer muitos 
resultados falsos negativos (Rey, 2010). 
Para levantamentos epidemiológicos, recomenda-se a técnica quantitativa de Kato-
Katz, apesar da grande variação diária no número de ovos eliminados por paciente quando 
se trabalha com população. A OMS, recomenda o método de Kato-Katz como rotina por 




e qualitativamente; a eclosão de miracídios, técnicas serológicas, biópsia rectal e hepática 
devem ser métodos auxiliares (Katz & Almeida, 2003).  
O diagnóstico indirecto, é feito através das técnicas imunológicas as quais medem a 
resposta do organismo do hospedeiro frente ao parasita, permitem evidenciar in vitro a 
reacção antigénio/anticorpo, detectando antigénios, anticorpos e imunocomplexos 
relacionados com a existência de infecção parasitária (Neves, 2004; Belo, 2010; Rey, 
2010). Estas técnicas, caracterizam-se pela simplicidade e rapidez de execução, baixo custo 
operacional (Rey, 2001 citado por Uecker et al., 2006), porém não permitem a certeza 
absoluta do parasitismo (Neves, 2004).  
Actualmente, o método imunoenzimático denominado ELISA (Enzyme-Linked 
Immunoabsorbent Assay), constitui um dos melhores instrumentos para o diagnóstico das 
doenças infecciosas e infecções parasitárias inclusive por Schistosoma spp. (Dias et al., 
1997; Cimerman & Cimerman, 2002). Por outro lado, a reacção em cadeia da polimerase 
(PCR), é uma técnica laboratorial que permite uma rápida selecção, isolamento, 
amplificação e sequenciação de ADN a partir de pequenas quantidades da amostra  
(McManus & Bowles, 1996). Apesar do custo e complexidade da mesma constituirem 
factores limitantes para o seu uso generalizado, seria ideal principalmente para os casos de 
controlo de cura e em infecções com baixa carga parasitária  (Neves et al., 2004).  
 
1.7.7 Prevenção e controlo  
A schistosomose, continua a constituir um grave problema de Saúde Pública apesar 
existência de diagnóstico e fármaco para esta parasitose (Figura 8). Segundo Guerrant, 
Walker & Weller (2011), a prevenção e controlo desta parasitose pode ser feita 
proporcionando às populações que vivem em áreas de risco melhores condições de 
saneamento, educação das comunidades para que adoptem medidas de carácter individual e 
colectivo mais seguras e administração de fármacos como forma de limitar a intensidade 





Figura 8: Exemplo de comportamento de risco, Moçambique, província da Zambézia, Distrito de Namarrói 
(original, Idalécia Moiane) 
 
Segundo a OMS, as estratégias para o controlo desta parasitose devem focar-se na 
redução do índice da doença, através do tratamento preventivo e devem ser direccionados 
aos grupos de risco, como crianças em áreas endémicas, adultos com actividades de risco 
(com permanente contacto com água contaminada), e toda a comunidade que vive em áreas 
endémicas.  
As estratégias para o controlo da schistosomose segundo Fenwick & Webster 
(2006), actualmente estão centradas na quimioterapia: tratamento dos casos positivos nas 
áreas de baixa endemicidade, tratamento em massa das crianças em idade escolar nas áreas 
com moderada endemicidade, ou tratamento em massa de toda comunidade das áreas com 
alto risco/alta prevalência para esta parasitose, passando também pelo controlo dos 
hospedeiros intermediários nas áreas endémicas. 
 
1.7.8 Tratamento 
A OMS, recomenda até actualmente o uso do Praziquantel (PZQ), pois é o fármaco 




É efectivo, seguro e de baixo custo e ainda que a reinfecção ocorra após o tratamento, o 
risco de desenvolver a doença de forma severa é reduzido, mesmo que o tratamento tenha 
iniciado na infância. 
O PZQ para além de ser activo para Schistosoma sp, também destrói cestóides na 
luz intestinal. É facilmente adsorvido por via oral, alcança a concentração máxima no soro 
ao fim de 1 a 2 horas. O tratamento com este fármaco é feito com administração oral de 40 
mg/kg de peso do paciente, dose única; em infecções pesadas, recomenda-se a 
administração de duas doses de 25 mg/kg ou 30 mg/kg separadas por intervalos de quatro 
horas (Rey, 2010; Guerrant et al., 2011). 
Segundo a OMS, o PZQ é seguro inclusive para as mulheres grávidas ou a 
amamentar, e estas deverão ser tratadas imediatamente assim que seja diagnosticada a 
infecção. As mulheres em idade fértil, deverão igualmente ser tratadas, sobretudo ao longo 
das rondas de quimioterapia em massa, devido a alta probabilidade que têm de desenvolver 
a anemia e ficarem grávidas (Guerrant et al., 2011).  
   
1.8  Ferramentas moleculares aplicadas ao estudo de Schistosoma sp 
Vários estudos epidemiológicos têm sido realizados, onde frequentemente 
recorrem-se às técnicas microscópicas para a sua detecção no campo (Machado-Silva et al., 
2005; Hove et al., 2008). As técnicas microscópicas, apesar de oferecerem alguma 
complexidade como tempo de processamento, dificuldades de identificação, forma de 
processamento das amostras, são relativamente mais baratas, fáceis de executar e oferecem 
informações relativas a prevalência e intensidade de infecção por Schistosoma sp 
(Fedmeier & Poggensee, 1993).  
Como alternativa para este processo moroso e inconveniente em estudos 
epidemiológicos, técnicas baseadas na reacção anticorpo-antigénio provaram ser 
adequadas para estudos em campo, porém estas são incapazes de distinguir infecções 
recentes de infecções antigas. Algumas técnicas imunológicas, mostraram-se pouco 
aplicáveis em estudos em campo, como é o caso da técnica baseada na detecção de 




mostrou-se menos sensível em relação a infecções com S. haematobium, sendo que a 
solução para esta questão provavelmente seria a escolha de sangue como produto biológico 
para a sua detecção, porém, recolha de sangue para este tipo de estudo não é de modo 
algum exequível muito menos recomendado para estudos de campo em áreas endémicas 
(Araújo et al. 1997; van Dam et al., 2004;  Gryseels et al., 2006). 
Vários estudos foram realizados com objectivo de analisar a variabilidade genética 
de S. mansoni usando caracteres morfológicos dos ovos, perfil de eliminação de cercárias e 
vermes adultos. As isoenzimas, foram os primeiros marcadores genotípicos usados para 
caracterizar a variabilidade das estirpes de S. mansoni. Antes do desenvolvimento da 
técnica de PCR no final dos anos 1980, alguns marcadores moleculares já eram usados 
para estudar a variabilidade genética deste parasita: ADN mitocondrial, sondas de ARN, 
Amplificação arbitrária de ADN polimórfico (RAPD) e microssatélites (Braschi, Borges & 
Wilson, 2002; Verjovski-Almeida et al., 2003; Gentile & Oliveira, 2008). 
A técnica RAPD, baseia-se na repetição cíclica da extensão enzimática de 
iniciadores (pequenas sequências complementares de ADN) que se anelam nos dois 
extremos opostos de uma fita de ADN que serve como molde. Nesta técnica, utiliza-se 
apenas um único primer ao invés de um par, como na PCR, e esse primer tem sua 
sequência arbitrária, e portanto sua sequência alvo é desconhecida (Millach et al, 1997; De 
Araújo et al., 2003; Mohamed et al., 2011). Para o caso de estudos em Schistosoma sp, é 
possível distinguir espécies, estirpes e verme macho ou fêmea (Barral et al., 1993; Tsai et 
al., 2000). 
Esta técnica, geralmente envolve o uso de iniciadores (primers) com dez bases, em 
um protocolo de PCR de baixa selectividade; os iniciadores anelam-se a numerosos locais 
homólogos do genoma para gerar um grande número de fragmentos de ADN por meio de 
subsequentes amplificações. Esses iniciadores, geram padrões distintos de fragmentos, o 
que permite uma investigação sobre a variação genética dos exemplares em questão 
(Rollinson et al., 1997). Com essa metodologia, há a possibilidade do uso de um número 
praticamente ilimitado de iniciadores, cada um com diferentes regiões do genoma como 







Embora a microscopia não possa ser totalmente substituída, as técnicas moleculares 
têm demonstrado ser de grande aplicabilidade sobretudo para estudos epidemiológicos ao 
detectar a partir de pequena quantidade de amostras a existência ou não de infecção. Com 
base na técnica de PCR, têm sido desenvolvidas várias técnicas moleculares caracterizadas 
por requererem baixa quantidade de amostra de ADN e/ou de produto biológico o que é 
vantajoso pois não requer a cultura (McManus & Bowles, 1996). 
Neste âmbito, dada a importância mundial da schistosomose e o impacto social que 
causa, foi desenvolvido o presente estudo com o objectivo geral de analisar as diferenças 
genéticas existentes entre diferentes estirpes de Schistosoma mansoni com diferente 
susceptibilidade ao hospedeiro definitivo. Adicionalmente, foram traçados os seguintes 
objectivos específicos: 
 Extrair o ADN genómico de vermes de Schistosoma mansoni (estirpe BH); 
 Amplificar o ADN genómico através da técnica molecular RAPD-PCR; 
 Identificar e avaliar potenciais polimorfismos associados a presença de 








































2.1 Obtenção do material biológico 
2.1.1 Modelo animal  
Os vermes obtidos para o presente estudo, foram extraídos de 5 murganhos 
acondicionados no Biotério do IHMT. De cada murganho, foram seleccionados 8 vermes 
adultos os quais foram agrupados em grupos de macho, fêmea e pool. Assim sendo, foram 
obtidos 40 vermes de S. mansoni, destes 20 eram fêmeas e 20 machos, sob diferentes 
condições imunológicas do hospedeiro definitivo, o murganho. Para o efeito, foram 
analisados os perfis genéticos obtidos de vermes de S. mansoni, estirpe BH que infectaram 
murganhos Mus musculus das seguintes estirpes: CD1, C57BL/6J, Jα18−/− e TGFβRIIdn. 
Os vermes da estirpe Belo Horizonte (BH) obtidos de murganhos M. musculus CD1 
normais são usados para a manutenção do ciclo do parasita no laboratório da Unidade de 
Ensino e Investigação de Parasitologia/Helmintologia e Malacologia Médicas do Instituto 
de Higiene e Medicina Tropical (UEIP-IHMT). Esta estirpe, é mantida com passagens 
entre os murganhos M. musculus da estirpe CD1 e moluscos Biomphalaria glabrata. 
Paralelamente, foram administrados 100mg de PZQ, dose única, por via oral, aos 
murganhos M. musculus CD1 infectados pela estirpe BH do parasita em estudo, tendo-se 
designado a este segundo grupo de Ensaio de Resistência, e considerado como grupo 
resistente ao PZQ. 
As estirpes subsequentes, apresentavam condições imunológicas específicas, foram 
fornecidas pela The Jackson Laboratory e posteriormente infectados com cercárias de S. 
mansoni da estirpe BH. Trata-se das seguintes estirpes (vermes designados de acordo com 
a designação dada ao hospedeiro definitivo):
 
 C57BL/6J: cujos vermes foram obtidos de murganhos C57BL/6J. Esta estirpe de 
murganho é amplamente usado como “background genético” para o 
desenvolvimento de murganhos geneticamente modificados. No presente estudo, 







 Jα18−/− (C57BL/6-Tg(Cd4-TcraDN32D3)1Aben/J): os vermes foram extraídos de 
murganhos deficientes em células iNKT, ou seja não apresentam o receptor TCR 
que resulta do rearranjo entre os segmentos Vα14 e o segmento Jα18;
 
 TGFβRIIdn (B6.Cg-Tg(Cd4-TGFBR2)16Flv/J): vermes obtidos de murganhos 
transgénicos que expressam uma forma dominante-negativa do factor de 
transformação de crescimento, receptor beta II (dnTGFBRII) sob a direcção do 
promotor antigénico CD4 do murganho. A expressão do transgene é suficiente para 








Todos os vermes foram extraídos por perfusão através da circulação portal e do 
fígado, separados e analisados por morfometria em grupos de macho, fêmea e pool (Figura 
9). Os murganhos em estudo apresentavam cerca de 20 g, foram mantidos no biotério do 
Instituto de Higiene e Medicina Tropical à 21±1˚C de temperatura, 45-55% de humidade e 
ciclos de 12h de luz/escuridão e mantidos no Biotério em conformidade com a Legislação 











Figura 9: Obtenção do material biológico a) Perfusão. b) Vermes de S. mansoni macho. c) Vermes 








2.1.2 Confirmação e quantificação da infecção  
Os murganhos foram infectados de forma natural, expondo a causa a cerca de 100 
cercárias de S. mansoni (nos murganhos normais) e 45 cercárias (nos murganhos 
transgénicos), a avaliação da carga parasitária foi efectuada 7 semanas após a infecção e 
foram sacrificados 8 semanas após a infecção. Considerou-se infecção estável presença de 
120-240 ovos/g de fezes, o que é um indicativo de que os vermes atingiram o estado 
adulto. A infecção foi confirmada pelo método qualitativo de Teleman-Lima e o 
quantitativo Kato-Katz (Anexos 1 e 2).  
 
2.2 Análise molecular 
2.2.1 Extracção ADN genómico  
Para a extracção do ADN dos vermes adultos, foi necessário agrupar os vermes em 
grupos de macho, fêmea e pool. Para os grupos de machos usou-se 2 vermes e para o grupo 
pool usou-se 4 vermes (sendo 2 machos e 2 fêmeas). 
A extracção foi feita usando o protocolo CTAB (tampão brometo de 
hexadeciltrimetilamônio), descrito por Stothard et al. (1998), com ligeiras modificações. 
Os vermes devidamente separados e identificados foram colocados em tubos de eppendorf 
de 1,5ml com 600µl de tampão CTAB (2M tris acetato 0,05 EDTA, pH=8,3) previamente 
aquecido na estufa a 56,5˚C durante 10minutos. Adicionaram-se 10µl de proteinase K para 
desproteinização e triturou-se os vermes usando um macerador. De seguida foram levados 
para estufa à 56,5˚C, durante 1 hora e 30 minutos agitando de 15 em 15 minutos. A 
primeira extracção dos ácidos nucleicos foi feita adicionando 600µl de clorofórmio de 
Isoamyl 24:1, agitou-se por inversão durante 2 min, separando-se a fase orgânica da fase 
aquosa por centrifugação rápida. De seguida retirou-se a fase superior, o sobrenadante, 
para novos tubos de eppendorf com 800µl de etanol gelado para precipitar o ADN, 
centrifugou-se a 13000rpm durante 20minutos. 
Desprezou-se o sobrenadante e fez-se a lavagem do pellet com 500µl de etanol a 




sobrenadante total e levou-se à estufa a 55 por 15 minutos. O ADN foi ressuspendido em 
50µl de solução TE (10mM Tris, 1 mM EDTA pH=8).  
 
2.2.2 Condições de amplificação do ADN genómico  
O ADN genómico total e o diluído foram amplificados através da técnica de PCR e 
processado em tubos IllustraTm puReTaq Ready-to-go PCR Beads (GE Healthcare, UK), 
tendo sido apenas necessário adicionar ADN e água bidestilada. Foi amplificada a região 
ITS, usando primers da Eurofins MWG Operon com a seguinte sequência 5’-TGC TTA 
AGT TCA GCG GGT- 3’ e 5’-TAA CAA GGT TTC CGT AGG TGA- 3’. 
Aos tubos de PCR foram adicionados os seguintes reagentes: 21,5µl de água, 1µl 
de cada primer 2,5µl de ADN genómico e o volume final de 21,9µl de água. As reacções 
de amplificação foram conduzidas em termociclador GnBh Mechatronic Systems, e 
submetidas a 32 ciclos após a desnaturação inicial de 95˚C por 5 minutos. Cada ciclo 
constitui-se de 45 segundos a 95˚C, 1 minuto a 54˚C e 1 minuto a 72˚C. Ao final dos 32 
ciclos, foi realizada a extensão final a 72˚C durante 5 minutos e posteriormente 26˚C 
durante 1 segundo. No gel de agarose, usou-se 2,5µl dos produtos de PCR amplificados, 2 
µl de tampão Azul de Bromofenol com glicerol e 5µl do marcador de 2000 pb 
(HypperLadder II, Bioline). Estas alíquotas, foram corridas em tampão de TAE 1X (2M 
Tris-Acetato, 0,05 Mm EDTA, pH=8,3) por electroforese em gel de agarose a 1%, corado 
com 5 µl de Brometo de Etídio, a 120V. Os géis foram visualizados no transiluminador 
(Alphamager
®
HP, Alpha Innotech) de luz ultravioleta e fotografados.  
 
2.2.3 Marcadores RAPD-PCR 
Aplicou-se a técnica RAPD apenas nos produtos de extracção total, pois o diluído 
apresentou uma baixa qualidade de amplificação. Testaram-se 10 iniciadores decâmeros da 
Eurofins MWG Operon, com 10 sequências de nucleótidos. Estes iniciadores desenhados 
especificamente para a técnica RAPD, fornecem produtos de PCR diferentes, permitindo a 




diferentes ou como marcadores genéticos para amplificação e detecção de polimorfismos 
(Tabela 1): 
 















A reacção de amplificação foi realizada em tubos de PCR descritos na amplificação 
do ADN genómico, tendo sido adicionado 0,1µl MgCl₂, 21,4µl de água bidestilada, 1µl do 
respectivo primer e 2,5µl do ADN. A amplificação teve lugar no termociclador GnBh 
Mechatronic Systems programado para 35 ciclos, a desnaturação inicial foi de 92˚C 
durante 5 minutos; posteriormente 1 minuto a 92˚C, 4 minutos a 34˚C e 2 minutos a 72˚C e 
extensão final a 10 minutos a 72˚C. A electroforese foi efectuada em gel de agarose a 1,5% 
Designação Sequência (5’        3’) 
OPI-03 CAG  AAG  CCC  A 
OPI-05 TGT  TCC  ACG  G 
OPI- 06 AAG  GCG  GCA  G 
OPI-07 CAG  CGA  CAA  G 
OPI-08 TTT  GCC  CGG  T 
OPI-09 TGG  AGA  GCA  G 
OPI-12 AGA  GGG  CAC  A 
OPI-16 TCT  CCG  CCC  T 
OPI-17 GGT  GGT  GAT  G 




corado com 10µl Brometo de Etídio, foram aplicados 8µl do produto amplificado corado 
com 5µl de tampão Azul de Bromofenol, os fragmentos foram visualizados a luz 
ultravioleta e fotografados. 
 
2.3 Análise dos perfis electroforéticos  
A análise da similaridade genética foi realizada com base na construção de uma 
matriz para os fragmentos polimórficos amplificados e codificados em sistema binário, 
atribuindo-se (1) para a presença e (0) para a ausência de bandas. Foram consideradas as 
bandas visíveis, enquanto as de difícil resolução não foram incluídas. A similaridade entre 
as amostras foi estimada pelo “Coeficiente de Similaridade de Jaccard” (Sneath & Sokal, 
1973), para o cálculo das similaridades genéticas para as diferentes amostras, de acordo 
com a expressão: 
Sij= a/a+b+c 
a – número de bandas presente e todos os indivíduos 
b – número de casos em que ocorre a presença da banda somente no individuo i 







































3.1 Análise molecular 
3.1.1 Amplificação do ADN genómico  
 Na análise molecular das amostras em estudo, foi amplificada a região ITS (Região 
Interna Transcrita) do ADN ribossomal, e na qual foi amplificado um fragmento com 






Figura 10: Gel de agarose a 1% dos produtos de PCR da região ITS de estirpes de S. mansoni (M, 
marcador molecular, 2000pb) 
 
Em todas as amostras amplificadas não foram observados fragmentos inespecíficos, 
ou seja, todas apresentaram um padrão específico e esperado de amplificação. 
 
3.1.2 Análise genética por RAPD 
3.1.2.1 Marcadores RAPD-PCR 
Para o presente estudo, foram analisados os padrões electroforéticos obtidos de 10 
marcadores RAPD. Os padrões obtidos com a aplicação destes primers não foram lineares, 
tendo-se registado algumas diferenças, quer a nível de amplificação, quer a nível do perfil 










3.1.2.2  Nível de amplificação  
O nível de amplificação dos primers foi variado, 50% (5/10) produziram alto nível 
de amplificação, ou seja, foi possível distinguir os pesos moleculares de fragmentos que 
amplificaram (Figura 11). Os primers com baixo nível de amplificação corresponderam a 
20% (2/10), pois não apresentaram uma boa resolução de amplificação, não sendo possível 
determinar com clareza os respectivos pesos moleculares, e por esse motivo não aplicados 




Nível de amplificação Baixo
Nível de amplificação Médio
Nível de amplificação Alto
 
 
O OPI-8 e OPI-17 apresentaram baixo nível de amplificação, OPI-9 e 12 médio e 
por o alto nível de amplificação foi observado nos OPI-3, OPI-6, OPI-7, OPI-16 e OPI-18. 
 
3.1.2.3  Perfil de amplificação  
O perfil de amplificação também se mostrou ser variado, considerando que 40% 
(4/10) dos primers apresentaram fragmentos com diferentes pesos moleculares e 30% 
(3/10), fragmentos com perfil de amplificação igual (indivíduos que apresentaram os 




mesmos pesos moleculares). Foram considerados com perfil de amplificação inespecífico, 
os primers cuja análise dos pesos moleculares não foi possível determinar (Figura 12). 
 
Figura 112: Perfil de amplificação 
 
O OPI-8 e OPI-17 apresentaram um perfil de amplificação inespecífico, OPI-6, 
OPI-9 e OPI-16 igual perfil (indivíduos apresentaram iguais pesos moleculares entre si 
consoante o marcador) e os OPI-3, OPI-7, OPI-12 e OPI-18 perfil diferente. 
  
3.2. Análise genética de estirpes de S. mansoni 
Para a análise genética das estirpes de S. mansoni em estudo, fez-se uma 
comparação dos fragmentos amplificados e fornecidos pelos primers com médio e alto 
nível de amplificação e que apresentassem um perfil diferente. Assim sendo, foram 
analisados polimorfismos obtidos dos OPI-3, OPI-7, OPI-12 e OPI-18 em estirpes 





3.2.1 Análise dos fragmentos obtidos 
As amplificações obtidas através destes 4 primers, resultaram em 437 fragmentos e 
produziram um padrão RAPD de amplificação com fragmentos cujos pesos moleculares 
estiveram entre os 200 pb e os 2000 pb conforme o primer e a estirpe em causa (Figura 13-
16 e Tabela 2). 
A frequência de cada fragmento foi variada, não sendo observados fragmentos 
comuns a todas as estirpes. A estirpe ER apresentou um perfil de amplificação pouco 
comum e o menor número de fragmentos aplicando todos primers exceptuando para o 
OPI-18 (Figura 13-16). 
As amostras obtidas de animais transgénicos no geral um perfil de amplificação 
muito semelhante às amostras obtidas de murganhos da estirpe CD1 (Figura 13-15, A e C, 
D, E), com excepção da amplificação obtidas com o OPI-18 (Figura 16). Embora os quatro 
marcadores em análise tenham exibido pelo menos um fragmento polimórfico, usando o 
OPI-7 foi clara a ausência de dois fragmentos nos perfis dos vermes obtidos de murganhos 










Figura 13: Gel de agarose 1.5% usando o OPI-3. M, marcador molecular 2000 pb. A,estirpe 
CD1. B, estirpe ER. C, estirpe C57BL/6J. D, estirpe Jα18
−/−.
 E, estirpe TGFβRIIdn 
































Figura 14: Gel de agarose 1,5% usando o OPI-7. M, marcador molecular 2000 pb. A,estirpe 
CD1. B, estirpe ER. C, estirpe C57BL/6J. D, estirpe Jα18
−/−
. E, estirpe TGFβRIIdn 
Figura 12: Gel de agarose 1.5% usando o OPI-12. M, marcador molecular 2000 pb. 
A,estirpe CD1. B, estirpe ER. C, estirpe C57BL/6J. D, estirpe Jα18
−/−
. E, estirpe TGFβRIIdn 
700 pb 
600 pb 600 pb 
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PRIMER F M F M F M F M F M
OPI-3 13 13 12 12 12 11 12 12 12 13 122
OPI-7 11 14 9 9 10 10 10 10 12 11 106
OPI-12 13 17 10 10 16 16 16 15 13 15 141
OPI-18 7 7 7 7 7 6 7 6 7 7 68
Total 44 51 38 38 45 43 45 43 44 46 437
Total 95 76 88 88 90
TOTAL
ESTIRPES ESTUDADAS













Também foi clara a ausência de fragmentos usando o OPI-18, em que pode-se 
distinguir os vermes obtidos de murganhos das estirpes C57BL/6J e Jα18
−/− 
pela presença 
ou ausência de fragmento de aproximadamente 1400pb (Figura 16, C e D). Os vermes de 
murganhos da estirpe CD1 apresentaram o maior número de fragmentos (n=95) e o menor 
foi observado dos vermes obtidos de murganhos ER (n=76). Dentro dos vermes de S. 
mansoni obtidos de animais transgénicos o maior número de fragmentos foi observado nos 
vermes obtidos de murganhos da estirpe TGFβRIIdn (n=90). Por sua vez, o OPI-12 
apresentou o maior número de fragmentos amplificados (n=141) contrariamente ao OPI-18 
que apresentou o menor número (n=68). 
Tabela 2: Lista dos primers e número de fragmentos para cada estirpe de S. mansoni 
Figura 13: Gel de agarose 1.5% usando o OPI-18. M, marcador molecular 2000 pb. A, estirpe 
CD1. B, estirpe ER. C, estirpe C57BL/6J. D, estirpe Jα18
−/−
. E, estirpe TGFβRIIdn 
1400 pb 






3.2.2 Identificação de polimorfismos 
Foram obtidos 15 fragmentos específicos conforme a estirpe, sexo e marcadores 
utilizados. O OPI-7 foi o que mais fragmentos específicos amplificou (8 fragmentos) e o 
OPI-3 foi o que menos fragmentos específicos amplificou. 
Analisando as estirpes em estudo, constatou-se que os vermes de S. mansoni 
obtidos de murganhos da estirpe TGFβRIIdn apresentaram o maior número de fragmentos 
polimórficos (7 fragmentos) em relação às demais. Os vermes obtidos de murganhos da 
estirpe CD1 apresentaram um total de 4 fragmentos polimórficos, e os obtidos das estirpes 
C57BL/6J e Jα18
−/− 
apresentaram apenas 2 fragmentos polimórficos. Os vermes obtidos do 
murganho ER aparentemente não registaram nenhum fragmento polimórfico (Figura 13-
15). 
Em relação aos fragmentos específicos, para cada população de vermes de S. 
mansoni em função do primer em uso, observou-se que os vermes S. mansoni que 
infectaram o murganho da estirpe C57BL/6J o perfil RAPD-PCR demonstrou a existência 
de três fragmentos diferentes em relação ao perfil dos vermes que infectaram o murganho 
da estirpe CD1. Por outro lado, comparando com o perfil RAPD-PCR dos vermes que 
infectaram a estirpe CD1, observou-se apenas um fragmento diferente nos vermes que 
infectaram o murganho da estirpe Jα18
−/− 
e seis para os que infectaram murganhos 
TGFβRIIdn (Figura 13-15). 
 
3.2.3 Similaridade (ou distância) genética entre as estirpes de S. mansoni 
As diferenças dos perfis de RAPD-PCR, entre os vermes de S. mansoni obtidos nas 
diferentes estirpes de murganhos, usando apenas o OPI-7 parecem ter  produzido uma 
maior variabilidade genética, permitindo efectuar uma análise de proximidade e/ou 
distância das populações em estudo.  
A análise de dendrograma demonstrou a existência de 3 agrupamentos. O primeiro 
agrupamento é constituído pelos vermes de S. mansoni que infectaram murganhos da 
estirpe CD1 (verme fêmea apenas), ambos sexo para ER, C57BL/6J e Jα18
-/-




agrupamento pelos vermes macho que infectaram murganhos da estirpe CD1 e por último 































































4. Discussão e Conclusão 
A análise genética usando marcadores RAPD em estudos de S. mansoni foram 
desenvolvidas com o objectivo de discriminar espécies, estirpes e indivíduos desta espécie 
(Barral et al., 1993; Dias et al., 1993; Bardacki et al., 2000). Esta técnica parece ter 
demonstrou ser aplicável na identificação de diferenças genéticas nos genomas de 
populações de S. mansoni sensíveis e resistentes aos fármacos e provenientes de áreas 
geográficas diferentes (Tsai et al., 2000). Assim, os marcadores RAPD parecem revelar ser 
de grande utilidade no estudo de diversidade genética não apenas nas áreas acima 
mencionadas mas também para determinação genética, ainda que discreta, de diferentes 
estirpes de vermes adultos mantidos em laboratório (Sire et al., 1999) conforme pôde-se 
observar no presente estudo no que se refere aos polimorfismos observados nos vermes de 
S. mansoni (estirpe BH), obtidos nos murganhos da estirpe CD1, usados para a 
manutenção laboratorial do ciclo do parasita. 
Os 10 primers testados no presente estudo foram seleccionados por terem sido 
testados no estudo preliminar realizado por Tsai et al. (2000), tendo sido identificados 
fragmentos polimórficos entre estirpes de S. mansoni resistente e sensíveis ao PZQ. 
Contudo e comparando os resultados obtidos, constatou-se que tal como o autor acima 
citado observou no seu estudo, os OPI-6, OPI-7, OPI-16 e OPI-18 apresentaram alto nível 
de amplificação. O mesmo foi observado em relação  ao perfil, observando-se a existência 
de fragmentos com o mesmo peso molecular em todas as estirpes quando se usou o OPI-6, 
e, diferente quando se trata de OPI-7, OPI-12 e OPI-18, sugerindo que estes últimos 
possam ser facilmente aplicáveis em estudos sobre variabilidade genética de S. mansoni 
em murganhos sob pressão farmacêutica e/ou transgénicos. 
A diferença no perfil de amplificação, especificamente para aqueles marcadores 
que registaram os mesmos pesos moleculares em todas as estirpes, permite-nos concluir 
que apesar de ter existido alguma variabilidade no background genético das estirpes em 
estudo, estas estirpes apresentam regiões em comum, conservadas e observável tanto nos 





Por outro lado, o OPI-7 apresentou tal como o estudo realizado por Tsai et al. 
(2000), a maior variabilidade e maior número de fragmentos polimórficos, o que sugere 
que este primer seja um óptimo marcador, que pode ser de grande utilidade como 
referência em estudos de campo e laboratoriais em que se pretenda caracterizar estirpes de 
S. mansoni provenientes de diferentes áreas geográficas ou de hospedeiros definitivos cujo 
sistema imunológico foi manipulado. 
Sabe-se que, os parasitas do género Schistosoma são capazes de promover 
mudanças genéticas quando no interior do molusco ou hospedeiro vertebrado durante o seu 
processo de invasão, ao aproveitar-se da resposta imunológica desencadeada pelo 
hospedeiro em causa, em prol do seu desenvolvimento e manuntenção do seu ciclo 
evolutivo  (Karanja et al., 1997; He et al., 2001; Cardoso et al., 2008).  Para que a infecção 
se estabeleça e progrida do hospedeito definitivo para o molusco, os ovos devem ser 
translocados pela circulação portal para o lúmen intestinal, e este processo, depende 
completamente do sistema imunológico do hospedeiro razão pelo qual não ocorra em 
indivíduos imunossupremidos (Doenhoff, 1977; Amiri et al., 1992) e murganhos tolerantes 
aos ovos de S. mansoni. 
A TGF-β é uma proteína que controla a proliferação, diferenciação, crescimento 
celular que também actua como um factor antiproliferativo em células epiteliais normais e 
em estágios iniciais da oncogênese. Esta proteína, pode actuar activamente como uma 
citocina no mecanismo imunossupressor da infecção, como uma citocina imunorreguladora 
durante infecções helmínticas crónicas.  Por outro lado, as células NKT apresentam 
propriedades tanto das células T como das células NK, e deste grupo heterogêneo fazem 
parte as células iNKT que expressam exlusivamente uma cadeia α invariante dos 
receptores da célula T (TCR) que em murganhos o rearranjo resulta em Vα14Jα18 
(Vα24Jα18, nos humanos). Estas células são importantes no balanço da resposta imune 
Th1 e Th2 na schistosomose  (Arosa, Cardoso & Pacheco, 2007; Mallavaey et al., 2007; 
Huyse et al. 2009).   
Neste contexto, ao analisar os perfis genéticos obtidos de S. mansoni em 
murganhos da estirpe CD1 e C57BL/6J (Figura 13-16, C), observa-se que estes apresentam 




diferenças observadas não foram ao nível de todo o grupo (macho, fêmea) mas a nível 
individual, leva-nos a concluir que, apesar de se tratar de estirpes de murganhos diferentes, 
os vermes que os infectaram apresentaram algumas alterações no seu perfil genético, 
observáveis através dos polimorfismos indivíduais nos vermes macho e fêmea. 
Dentro dos vermes obtidos dos murganhos tratados com 100mg de PZQ, não se 
observaram variações, pressupondo-se que apesar de estarem em ambiente sob pressão 
farmacêutica de PZQ o macho, fêmea e pool não sofreram nenhuma pressão selectiva. Este 
facto, provavelmente esteja relacionado com o modo de acção do PZQ, que actua 
aumentando a permeabilidade da membrana do cálcio, causando contracções e paralisia da 
musculatura dos parasitas. Deste modo, os vermes são desprendidos e desintegrados das 
paredes do intestino do hospedeiro definitivo neste cado, e como tal não afectando o 
sistema interno do parasita, pelo que provavelmente fez com não fossem observadas 
modificações nos perfis genéticos dos vermes obtidos de murganhos tratados.  
Apesar dos perfis dos vermes de S. mansoni macho extraídos de murganhos da 
estirpe Jα18
-/- 
e TGFβRIIdn, apresentarem fragmentos polimórficos, as fêmeas 
apresentaram o maior número de fragmentos polimórficos (e no caso dos vermes de Jα18
-/-
 
apenas a fêmea apresentou polimorfismo). Este aspecto, provavelmente esteja relacionado 
com o facto de que, sendo os murganhos da estirpe Jα18
-/-
 deficientes de células iNKT, que 
apenas são importantes na fase aguda da infecção em particular antes da libertação dos 
ovos, para a secreção de citocinas imunoreguladoras (Beall et al. 2001; Mallavaey et al., 
2007), afectarem profundamente o processo reprodutivo por parte da fêmea. A presença de 
fragmentos apenas neste grupo de vermes, implica a ocorrência de algum processo 
selectivo que afectou particularmente a fêmea (Figura 16 e 17). Há que ressaltar que, 
apesar destes murganhos serem deficientes em células iNKT, não estão insetos de outro 
tipo de células, as não-iNKT por exemplo, que podem secretar outro tipo de citocinas que 
possam estar a influenciar no perfil genético do parasita, não apenas na fêmea mas também 
no macho.  
Os vermes obtidos de murganhos da estirpe TGFβRIIdn apresentaram maior 
variação provavelmente devido ao silenciamento da sinalização para TGF-β fazendo com 




desenvolvimento e funcionamento das células T reguladoras importantes para o 
estabelecimento da infecção.  Osman et al. (2006), demonstraram que o silenciamento da 
expressão da TGF-β de S. mansoni, SmTβRII, resultaram na redução da expressão da 
proteína do canal ginecóforo (SmGCP) no macho afectando o desenvolvimento 
reprodutivo da fêmea e consequente produção de ovos. Segundo este autor, S. mansoni 
possui um receptor para esta citocina que se liga aos ligandos TGF-β humano, o que 
providencia uma forte evidência da utilização dos ligandos do hospedeiro no crescimento e 
desenvolvimento do parasita, que mostrou-se activa nos tecidos sexuais. 
Por outro lado, a presença de fragmentos nos perfis electroforéticos indicam o 
sucesso na amplificação e a ausência o oposto (Avise, 2004), provavelmente resultantes da 
ocorrência de mutações naturais no sítio reconhecido pelo primer aplicado. Neste contexto, 
uma vez que a estirpe de S. mansoni em uso foi a mesma (estirpe BH) e o que variou foram 
apenas as condições imunológicas do hospedeiro definitivo, registou-se diferenças nos 
perfis electroforéticos dos vermes em análise, pode-se concluir que o sistema imunológico 
do hospedeiro definitivo pode contribuir para a ocorrência de pressão selectiva no perfil 
genético do parasita. 
Os mecanismos moleculares envolvidos na interacção parasita-hospedeiro, são 
complexos e implicam uma conexão entre os sinais emitidos pelo hospedeiro durante a 
infecção e os receptores existentes no parasita em causa. Neste contexto, visto que foi 
demonstrado o papel da citocina TGF-β no desenvolvimento e embriogénese de S. mansoni 
(Oliveira et al., 2012), é compreensível que esteja associada a imunossupressão quer seja 
por via inata ou adquirida, podendo ser inibida em humanos por razões imunológicas ou 
por imunossupressão, facto que pode auxiliar na compreensão do papel desta citocina na 
biologia de S. mansoni e aplicação do diagnóstico molecular na identificação de variações 
genéticas deste parasita em hospedeiros imunossuprimidos.   
Oliveira et al. (2012), ao estudar o efeito da citocina TGF-β humana (hTGF-β) na 
expressão do perfil do gene de vermes adultos de S. mansoni demonstraram por técnicas de 
PCR que esta citocina promovia a variação da expressão dos perfis dos genes dos vermes 
adultos ao descreverem mais de 300 genes do parasita cujo nível de expressão teria sido 




identificados estariam intimamente envolvidos na morfologia, desenvolvimento e ciclo 
celular de S. mansoni. 
Por outro lado, as técnicas de amplificação do ADN além da alta sensibilidade e 
especificidade, trouxeram consigo uma nova abordagem no que diz respeito ao diagnóstico 
para o paciente, podendo-se utilizar material biológico obtidos por métodos menos 
invasivos e mais confortáveis, por exemplo no diagnóstico da leishmaniose visceral a 
apartir da detecção de ADN de Leishmania chagasi circulante no sangue periférico em 
detrimento da convencional aspiração da medula óssea (Rey, 2010). Este cenário remete-
nos à importância e necessidade do uso das técnicas moleculares, em particular a técnica 
RAPD que permite detectar através da análise de polimorfismos a ocorrência de possíveis 
mutações do agente em estudo. 
Segundo Rey (2010), estas técnicas de PCR apesar caras em relação as técnicas de 
diagnóstico de rotina, com os avanços tecnológicos tendem a tornar-se baratos, sendo 
necessário considerar o custo-benefício de se utilizarem os métodos moleculares devido à 
sua alta sensibilidade e especificidade. Embora saiba-se que a TGF-β influencia na 
biologia de S. mansoni, poucas informações estão disponíveis sobre os genes que afectam 
o parasita no que diz respeito aos transcriptomas, pelo que seria importante realizar estudos 
mais detalhados sobre a biologia molecular deste parasita durante a infecção do hospedeiro 
definitivo. 
Como forma de dar continuidade presente estudo, seria interessante realizar mais 
ensaios com estas estirpes obtidas de murganhos transgénicos, realizando mais passagens 
do ciclo parasita-murganho, para determinar se ao longo do tempo os polimorfismos 
identificados serão os mesmos. Por outro lado, poder-se-ia analisar as estirpes utilizadas 
para na manutenção do parasita em laboratório e avaliar parâmetros como a infectividade, 
o grau de patologia e a resistência à infecção. A sequenciação seria outra abordagem na 
interpretação dos polimorfismos genéticos, pelo que seria importante poder-se identificar 
com mais detalhes as características desses fragmentos polimórficos e quiçá identificar os 
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Anexo 1: Método de Teleman-Lima  
Este método permite a pesquisa e identificação de helmintas nas fezes e baseia-se 
na obtenção de uma emulsão com duas fases não miscíveis, uma aquosa e outra lipófila, 
que permite a separação das partículas fecais como parasitas, resíduos alimentares e 
bactérias (Belo, 2010b). 
Para o efeito, emulsionou-se 20cm³ de fezes, o equivalente a uma colher de café em 
água destilada. Filtrou-se a emulsão obtida através de duas espessuras de gaze, deitou-se o 
filtrado em tubos de centrífuga enchendo-os até um terço da sua altura. De seguida, juntou-
se um volume igual de uma mistura feita com água e éter em partes iguais, tapa-se o tubo 
da centrífuga com uma rolha e agita-se bem. Levou-se a centrifugar a 1500rpm durante 2 
minutos, decantou-se o sobrenadante e com uma pipeta de Pasteur retirou-se uma pequena 
porção do sedimento para uma lâmina de microscópio e colocou-se uma lamela. 
Examinou-se a preparação ao microscópio óptico.  
 
Anexo 2: Método de Kato-Katz 
O método de Kato Katz- baseia-se no princípio de filtração, o que permite eliminar 
os constituintes fecais mais volumosos e posteriormente submetê-los ao processo de 
clarificação pelo método de verde malaquita-glicerina, o que permite contar os ovos de 
helmintas presentes na preparação (Belo, 2010b). 
Em uma lâmina de microscópio colocou-se uma placa perfurada com um orifício 
central calibrado, 41,7mg e com uma espátula, retirou-se uma amostra de fezes e colocou-
se sobre o papel absorvente. Com uma tira de gaze, comprimiu-se as fezes para que 
passasse pelos orifícios da gaze e com uma espátula recolheu-se uma pequena quantidade 
desta e depositou-se no orifício central da placa perfurada (sobre a lâmina de microscópio). 
Comprimiu-se até encher o orifício retirou-se a placa, de modo que ficasse um cilindro de 
matéria fecal sobre a lâmina; sobre este colocou-se uma tira de celofane embebida em 
verde de malaquita, comprimiu-se com a rolha de catchu, para que as fezes se 




(12-24h) e examinou-se ao microscópio óptico contando os ovos encontrados. O resultado 
foi expresso multiplicando o número de ovos por 24, para ter o número de ovos por grama 
de fezes. 
 
Anexo 3: Géis de agarose 1.5% comparação de grupos 
As amostras foram organizadas em grupos de fêmea, macho e pool. Os números 1, 
2, 3, 4 e 5 correspondem às estirpes BH, ER, C57BL/6J, Jα18 e TGFβRIIdn 
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